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Resumen
Se evaluaron la toxicidad y características químicas de las secreciones y/o extractos de tejidos de 5

especies de gasterópodos abundantes en las costas cubanas: Aplysia dactylomela, Aplysia juliana, Bur-

satella leachi, Petalifera ramosa y Onchidella floridiana. Los resultados obtenidos aportan nueva in-

formación sobre la actividad biológica de las sustancias químicas de estas especies. Sólo algunas mues-

tras de las especies del género Aplysia fueron tóxicas en cangrejos y peces. En al menos uno de los ex-

tractos de cada especie estudiada se detectó actividad anticolinesterásica.

Abstract
The toxic and chemical characteristics of fluid and tissue extracts of 5 species of gastropods

were evaluated: Aplysia dactylomela, Aplysia juliana, Bursatella leachi, Petalifera ramosa, On-

chidella floridiana. The reported results provide new information concerning the biological activity

of the chemical products of these species. Only some samples from Aplysia species were toxic to

crabs and fishes. Anticholinesterasic activity were detected in at least one of the samples from all

the studied species.

Palabras clave: extractos bioactivos marinos, tinta, actividad anticolinesterásica, toxi-

cidad, gasterópodos marinos.
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INTRODUCCIÓN

Muchos de los compuestos descubiertos en plantas y animales marinos son biológi-

camente activos y presentan gran importancia debido a sus propiedades antivirales, anti-

bacterianas, antitumorales, anti-inflamatorias, cardiovasculares y neuroactivas, entre

otras (Halstead, 1978; Rinehart, Holt, Fregean, Keifer, Wilson, Perun, Sakai,

Thompson, Stroh, Shield y Seigler, 1990; Schmitz y Yasumoto, 1991).
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Se ha demostrado que los extractos y secreciones de varias especies de moluscos, en

particular de la clase gasterópodos, contienen sustancias lipofílicas de bajo peso mole-

cular con acciones citolíticas, antineoplásicas y antibacterianas (Fusetani, Wolsten-

holme y Matsunaga, 1991; Faulkner, 1990; Cimino, DeStefano, DeRosa, Morrone
y Sodano, 1985; Norte, Cataldo, González, Rodríguez y Ruiz-Pérez, 1990). Estos

compuestos son adquiridos por los animales fundamentalmente a través de la dieta y

provienen del metabolismo secundario de sus presas (generalmente algas y esponjas),

pero en algunos casos son modificados e incluso sintetizados por el propio molusco (Ci-

mino, DeRosa, DeStefano, Sodano y Villani, 1985). Más recientemente se han en-

contrado también compuestos bioactivos de alto peso molecular en algunos opistobranquios

(Kamiya, Muramoto, Goto, Yamazaki, 1988; Kisugi, Kamiya y Yamazaki, 1987).

No obstante la presencia de sustancias hidrofílicas en estos animales ha sido muy poco es-

tudiada.

En el presente se ha incrementado el interés por el estudio de bioactivos en los moluscos

gasterópodos que habitan en las costas de Cuba, constituyendo el objetivo del presente tra-

bajo la obtención y caracterización preliminar de las fases hidrosolubles de extractos y/o

secreciones de 5 especies, 4 de ellas opistobranquios, relativamente abundantes en la

plataforma cubana.

MATERIALESY MÉTODOS

Colecta

El material de A. dactylomela, A. juliana, B. leachi y P. ramosa procede de distintos

puntos de la Ciudad de la Habana, costa Norte de Cuba, mientras que el material de O.

floridiana se colectó en Jucaral, Bahía de Cienfuegos, Sur de Cuba. Todos los animales

fueron capturados entre los meses de mayo y junio de 1993, excepto los ejemplares de

A. dactylomela que se colectaron y procesaron en enero de 1991.

El material de Petalifera y Onchidella se congeló a -20° C hasta su procesamiento.

Los especímenes de Aplysia y Bursatella se trasladaron vivos al laboratorio donde se

colectó el mucus que los mismos secretan espontáneamente y posteriormente se les extrajo

la tinta de la cavidad del manto previo estrés mecánico. Estos materiales se congelaron a

-20°C hasta su procesamiento. Finalmente se disecaron los mantos de A. juliana y B. le-

achi y el pie de A. dactylomela que también se congelaron a -20°C.

Preparación de extractos

Después de separar la fracción etérea, se le realizaron los diferentes ensayos pro-

puestos a la fase acuosa.

De manera análoga se procesó el músculo del pie de A. dactylomela (PAd), aunque en

este caso la extracción se hizo con agua destilada y no se delipidó el material.

Tinta: Se descongeló la tinta colectada a partir de A. juliana y B. leachi (TAj y TB1)

y después de centrifugar se liofilizó el sobrenadante. Se pesaron 200 mgdel liofilizado y
se le adicionaron 4 mi de agua destilada, se agitó durante 30 min y se centrifugó a 3000
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rpm. El sobrenadante se delipidó con éter de petróleo y a la fase hidrosoluble se le reali-

zaron los diferentes ensayos propuestos.

Mucus: Se descongeló la secreción colectada a partir de la A. juliana (MAj) y des-

pués de centrifugar se liofilizó el sobrenadante. Se pesaron 200 mg del liofilizado y se le

adicionaron 4 mi de agua destilada, se agitó durante 30 mi n y se centrifugó a 3000 rpm.

Al sobrenadante se le realizaron los diferentes ensayos propuestos.

Con O. floridiana se preparó un extracto total utilizando una mezcla metanol: ace-

tona ( 1 :
1 ) y una relación S:L ( 1 :4). Se homogeneizó durante 1 -2 min en un homogeneizador

y se centrifugó 10 min a 6500 rpm. El sobrenadante se evaporó al vacío a 40°C y se le ex-

trajo la fase lipofílica con éter de petróleo. Después de separar la fracción etérea se liofi-

lizó la fase acuosa. 200 mg del material liofilizado se disolvieron en 4 mi de agua desti-

lada, agitándose durante 30 min y centrifugándose 20 min a 3000 rpm. Al sobrenadante

se le realizaron los diferentes ensayos propuestos.

Evaluación de toxicidad

Ensayos de toxicidad en cangrejos: Se utilizaron cangrejos machos de la especie Uca

thayeri, de 1-2 g de peso, inyectando en ei hemocele 0.01 mi de muestra por g de animal

(dosis de 0.5 mg/g, n=3). Las muestras fueron evaluadas como tóxicas (T) si provoca-

ban parálisis y/o imposibilidad de volteo a los 10 min de administradas (Galettis y

Norton, 1990).

Ensayos de toxicidad en peces: Se utilizaron peces machos adultos de la especie Poe-

cilia reticulata, de 85-95 mgde peso. Se adicionaron 0.5 mi de muestra a un volumen de

20 mi de agua (dosis de 1 mg/ml, n=3) y se siguió el test de Mebs modificado (García-

Alonso, Martínez, Aneiros, Acosta, Llanio, Díaz, Concepción, Cowley, Morales,

Pérez, González y Llórente, 1993). Los animales fueron observados durante 24 h y los

efectos provocados por las muestras se evaluaron como tóxicos (T) si alteraban el patrón

de conducta de los peces en los primeros 30 min después de administradas.

Determinaciones analíticas

Se determinó la concentración de carbohidratos por el método del fenol-sulfúrico

(Dubois, Gills, Hamilton, Rebert y Smith, 1956) y la de proteínas según el método de

Lowry (1951). La cromatografía en placa fina se desarrolló empleando silica-gel como fase

estacionaria y como fase móvil mezclas de cloroformo: metanol: agua (7:5:0.9) y 1- bu-

tanol: ácido acético: agua (12:3:5). Las placas se revelaron en una cámara saturada con iodo.

Los espectros UV-Visible se registraron en agua destilada, en un espectrofotómetro Shi-

madzu UV-160A. Todas las determinaciones se hicieron por duplicado.

La actividad anticolinesterásica se determinó por el método de Ellman, Courtney, An-

drés y Featherstone (1961), utilizando acetiltiocolina como sustrato y como fuente en-

zimática la colinesterasa de suero equino. Para conocer la capacidad de inhibición de co-

linesterasa, se incubaron 200 JJ.1 de las muestras en estudio (9 mg/ml) con 50 jil de la en-

zima durante 10 min a 25°C. Los resultados se obtuvieron como unidades de absorbancia

por minuto y se reportan como porciento de inhibición de la actividad de la enzima. Las

determinaciones se hicieron por duplicado.
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RESULTADOS

Se estudiaron los extractos y/o secreciones de 4 especies de Opistobranquios del orden

Anaspidea y de una especie marina de la subclase de los Pulmonados.

Los resultados de la caracterización se muestran en la tabla 1 . Un análisis comparativo

entre los resultados de la caracterización química de las muestras de las diferentes espe-

cies evidencia que por lo general el pH es neutro, excepto para el MAj (ligeramente bá-

sico) y el MaPr (ligeramente ácido).

La concentración de proteína en TAj es relativamente más elevada que en los extrac-

tos y secreciones de las otras especies y el contenido de carbohidratos en Of es práctica-

mente el doble de lo encontrado para el resto de las muestras.

La actividad anticolinesterásica fue significativa en las secreciones TAj y TB1 y en

los extractos MaPr, PAd y Of.

En los espectros de los extractos de todas las especies se observaron 2 máximos-

cerca de los 250 y 320 nm, este último con menor intensidad, lo cual es indicativo de la

presencia de compuestos con insaturaciones conjugadas. No obstante se encontraron di-

ferencias en la posición específica de estos máximos, fundamentalmente en el segundo. El

PAd posee bajas actividades hemolítica, fosfolipásica y tiene acción.

Por otra parte la tinta y el extracto del manto de A. juliana, resultaron tóxicos en can-

grejos y peces. A los 10 min de inyectados los cangrejos con MaAj se observó una li-

gera parálisis y aunque a los 15 min los animales no podían voltearse, se recuperaron a las

24 h. En los peces este extracto provocó saltos e intranquilidad extrema durante la primera

hora pero a partir de las 2 h se observó inmovilidad tónica.

Los cangrejos inyectados con TAj mostraron parálisis rígida a los 5 min, notable

cambio de color y pérdida de la capacidad de volteo a partir de los 10 min. A las 24 h el

50% de los animales había muerto. En los peces también se apreció a los 10 min el cam-

bio de color acompañado de inmovilidad tónica y disminución de los movimientos pec-

torales y branquiales. A las 2 h se observó gran intranquilidad.

El extracto PAd provocó parálisis y engarrotamiento en cangrejos a los 15 min de in-

yectados pero no resultó tóxico en peces.

DISCUSIÓN

De la clase Gasterópodos (Phylum Moluscos) se han aislado varios compuestos bio-

lógicamente activos que se piensa juegan un importante papel en el mecanismo de de-

fensa de estos animales contra sus depredadores potenciales. La mayoría de estas sus-

tancias son lipofílicas y de bajo peso molecular, derivadas de las algas y esponjas que le

sirven de dieta, aunque en algunos casos pueden ser biosintetizadas por el propio animal.

Dentro de los opistobranquios, las especies pertenecientes al orden Anaspidea tienen

bien desarrollado su mecanismo de defensa química. De B. leachi se obtuvo la bursatellina

y de diferentes especies de Aplysia se han aislado compuestos como el dictyol y la aply-

kurodinona con fuerte actividad ictiotóxica y deterrente (Omino et al., 1985), lectinas
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aglutinantes de bacterias marinas (Kamiya y SHIMIZU, 1981), y glicoproteínas con pro-

piedades citolíticas antitumorales y antineoplásicas (Kamiya et al., 1988; KlSUGl et al.,

1987). También se han encontrado toxinas y antibióticos en estos animales (Kamiya et al.,

1989).

Aunque la mayoría de estos compuestos se han obtenido de hepatopáncreas, glándula

femenina, huevos y tinta, se conoce que las sustancias utilizadas por el animal para su

defensa se almacenan en el tejido del manto, por lo que decidimos iniciar la búsqueda de

los compuestos bioactivos en las secreciones y los extractos de este tejido.

Comoparte de los estudios recientemente comenzados sobre las sustancias bioactivas

de los moluscos gasterópodos de las costas de Cuba se acometió la obtención y caracte-

rización preliminar de las fases hidrosolubles de extractos y/o secreciones de A. juliana,

A. dactylomela, B. leachi, P. ramosa y O. floridiana.

Las determinaciones analíticas realizadas evidenciaron diferencias cualitativas y

cuantitativas entre los extractos y secreciones de las distintas especies así como entre las

diferentes preparaciones de una misma especie.

En general la concentración de proteína en las muestras fue relativamente baja y va-

riable. Por su parte el contenido de carbohidratos libres determinado en los extractos del

manto fue mayor que en las secreciones. No obstante en estas últimas la concentración de

polisacáridos pudiera ser alta en correspondencia con lo reportado en la literatura para

las secreciones de los anaspídeos (Omino et al., 1985; Kamiya et al., 1988). La baja

concentración de proteina y carbohidratos en MAj, unido a un alto porcentaje de cenizas

(68%), es característico de las secreciones mucosas de otros invertebrados (cnidarios y es-

ponjas) (García- Alonso y Aneiros, 1992).

Los resultados de la cromatografías en placa fina pusieron de manifiesto la mayor

complejidad de los extractos de tejidos respecto a las secreciones, encontrándose además

diferencias cualitativas entre todas las muestras, particularmente interesantes entre las

tintas de A. juliana y B. leachi.

En correspondencia con lo anterior los espectros de ambas secreciones también fueron

diferentes, notándose que en TB1 no se observan máximos por debajo de 300 nm mientras

que en TAj sólo aparece un máximo de absorbancia a 262 nm. Consecuentemente con

el color púrpura de TB1, en el espectro de esta muestra aparecen máximos solapados a

495 y 548 nm. Los responsables del color en la tinta de los animales de este orden han sido

relativamente poco estudiados, aunque se reporta que en la tinta de Aplysia kurodai esta

coloración está asociada a la presencia de diterpenos brominados (Yamamura y Ta-

keda,1977).

Sólo la tinta y el extracto del manto de A. juliana resultaron tóxicos en cangrejos y pe-

ces, mientras que el extracto del pie de A. dactylomela resultó también tóxico en cangre-

jos. La toxicidad en cangrejos de la tinta de A. juliana fue reportada por Kamiya et al.

(1989) sólo en la fase de la secreción soluble en n-hexano. En general se reporta que los

compuestos lipofílicos son los causantes de la letalidad que provocan las secreciones de

moluscos en animales de sangre fría. El extracto acuoso de A. dactylomela administrado

en ratones por vía ip (dosis 250 mg/Kg) es letal en menos de 24 h y provoca un cuadro tí-

pico depresivo del sistema nervioso central (García- Alonso et al. , 1992).
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Finalmente no se observó una relación directa entre La actividad anticolinesterásica y

la toxicidad en peces y cangrejos, excepto para Los casos de TAj y PAd a pesar de que las

manifestaciones conductuales y los cambios en la coloración de estos animales pudieran

ser indicativos de una posible acción colinérgica de las muestras. Debe señalarse que la ac-

tividad anticolinesterásica fue significativa en Of, PAd, MaPr, TAj y TB1, lo que consti-

tuye el primer reporte de este tipo de acción para compuestos hidroñlicos en estos animales.

Con anterioridad sólo se conocía la presencia de un inhibidor de colinesterasa en Onchi-

della, asociado a un compuesto de naturaleza Lipofílica, el onchidal (Ambramson, Ra-

dic, Manker, Faulkner y Taylor, 1989).

Resulta además singularmente interesante el haber detectado la actividad en las se-

creciones de Bursatella y Aplysia pero no en los correspondientes extractos del manto.
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